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我が国 に おける受精 卵(胚)移 植 は,農 家段 階で着 実 に活用 され,そ の技
術 による生 産頭数 も年々増加 して いる。
体外受精 技術 の進展 によ り,食 肉処 理場 か ら得 られ る卵 巣 内卵 子 を利用 し
た胚の作 出 と子牛 の生産 が可 能 とな った。しか し,体 外受 精技術 の利用 に は,
なお多 くの解 明す べき問題が 残 って いる。 ①体 外受 精 由来 胚 の発生率 が安定
しない,② 子牛 生産率 が明 らかでな い,③ 生時 体重 が重 い子牛がみ られ る,
④ 体外受精 由来の 黒毛和種 産子の後 代能 力が 明 らか にされて いな い。
第一 に,体 外受精 に おいて 胚発生 率が安 定 しな い原因 のひ とつ と して,体
外受精の ため の精子 処理があ る。牛 の体外 受精 での 精子処 理法 は,イ オ ノフ
ォアや ヘパ リン による薬剤処 理法 が一般 的で ある。 しか し,そ れ らの方 法に
よる受精 率 とその後 の胚発生 率は安 定ぜ ず,種 雄牛 個体 によ るバラ ツキ が存
在する。 この ため,種 雄牛 による影響 を受 けな い,安 定 し高 い受精率 が 得 ら
れる精子 処理 法の確 立が望 まれる。 第二 に,体 外受 精 由来 胚の移 植 によ る受
胎率,生 産率,周 産 期事故率 を総合 的 に調 べ,子 牛 生産率 を明 らか にす る必
要が ある。 これま で,体 外受 精 由来胚 移 植 によ る受 胎性 は低 く,流 産 率が 高
い ことが個別 に報告 され,こ れ らの要因 と して,体 外受精 由来 胚の高 い 染色
体異常 や低 耐凍性 な どの胚 の品質 に起因 す る可 能性 が推 測され てい る。 第三
に,体 外受 精由来 胚移植 による生 産子牛 の生 時体重 が人 工授精 によ る生 産子
牛よ り重 い ことが報 告されて い る。また,そ れ に よる周産 期事故 の発 生率 も
高 いこ とが指 摘さ れて いる。 その 要因の ひ とつ と して,共 培養 法に よる胚 生
産が指 摘さ れて いる。そ こで,共 培養法 と非 共培養 法 によ り作 出 した胚 の移
植 による生 産子牛 の生時体重 を比 較 した 。さ ら に,第 四 と して 体外受 精で 生
産 され た黒 毛和種 産子 についての 後代能 力,特 に産 肉能 力を種 雄牛別 に評価
した 。生体 回収胚 移植 および人工 授精 によ る生 産子 牛の産 肉能 力 と比 較 する
ことは経 済的 に重要で ある。
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以上 の背 景か ら,本 研 究 は,体 外受精 における精子 処理法 を検討 し(第2
章),体 外 受精 由来 胚移 植 に よる 受胎率,子 牛生産 率,周 産 期事 故 率を生 体
回収 胚移 植 お よび人 工授 精 と比 較 し(第3章),体 外受 精 由来胚 の移 植で 得
られ た生産 子牛 の生時 体重 およ び妊娠期 間を調べ,共 培養 法によ る影響 を明
らか に し(第4章).体 外 受精 由来 胚 の移植で 得 られ た黒毛 和種 生 産子 牛の
後代 能 力(産 肉能 力)を 評価 し,体 外 受精技術 による子 牛生産 の有効性 と問
題 点を明 らか に した。
第2章 体外受精由来胚の生産
体 外 受 精 由 来 胚 の 生 産 に お い て,安 定 し高 い 受 精 率 が 得 られ る 精 子 処 理 法
の 確 立 が 望 ま れ る 。 本 章 で は ヘ パ リ ン単 独 処 理 とカ フ ェ イ ン と ヘ パ リ ン(C
区),ペ ン トキ シフ ェ リ ン と ヘ パ リ ン(P区)の 併 用 処 理 に つ い て 検 討 した 。
カ フ エ イ ン と ペ ン トキ シ フ エ リ ン の 最 適 濃 度 は,い ず れ も5mMで あ っ た
(Table1)。 そ の 処 理 条 件 に お い て,黒 毛 和 種 種 雄 牛4頭 の 受 精 率 お よ び 胚
発 生 率 を検:討 した 。種 雄 牛A,Bで は,C区 とP区 に お い て 高 く(79～82%),
種 雄 牛C,Dで はP区 が 高 か っ た(Table2)。 種 雄 牛A,Cで の 胚 盤 胞 期 へ の
発 生 率 はC区 で 高 く(26%,32%),種 雄 牛B,Dで はP区 で 高 か った(29
%,22%)。 カ フ ェイ ン ま た は ペ ン トキ シ フ ェ リン とヘ パ リ ンの 併 用 処 理 法
は,種 雄 牛 個 体 に よ る 影 響 が 少 な い 処 理 法 と考 え ら れ た(Table3)。 以 上 の
結 果 を原 著 論 文(1)に 発 表 した 。
第3章 体外受精由来胚移植による子牛生産率
体 外 受 精 由来 胚(IVP)の 移 植 に よ る 受 胎 率 と子 牛 生 産 率 を 調 べ,生 体 回
収 胚(IVD)の 移 植 お よ び 人 工 授 精(Al)に よ る 生 産 率 と比 較 し た 。 新 鮮 胚
移 植 に お い て,IVP移 植 に よ る 受 胎 率 は1胚 移 植42.9%お よ び2胚 移 植52.1
%で あ り,IVD1胚 移 植635%お よ び2胚 移 植67.8%,AI71.7%よ り有 意
に 低 か った(P<0.05,Table4)。 流 産 率 はIVP新 鮮2胚 移 植21.1%が 他 と比 べ
有 意 に 高 く(P<0.05),周 産 期 事故 率 は,1>P新 鮮1胚 移 植14.4%お よ び2胚
移 植13.0%で,IVD新 鮮1胚(3.4%)と2胚 移 植(7.1%)よ り有 意 に高 か
一113一
った(P<o.05,Fig.1-2.)。 凍 結 胚 移 植 お い て,1>P胚 移 植 に よ る 受 胎 率 は,1
胚 移 植41.3%と2胚 移 植46.7%で あ り,IVD凍 結1胚 移 植59.5%お よ び2胚
移 植60.7%よ り有 意 に 低 く(P〈0.05,Table5),流 産 率 と周 産 期 事 故 率 は,iV
P2胚 移 植 で そ れ ぞ れ13.2%と7.7%と 高 か った が,IVP1胚,IVD1胚 と2
胚 移 植 と差 は な か った 。 子 牛 生 産 率 につ い てTable6に 示 した 。IVP新 鮮 胚 移
植 に よ る 子 牛 生 産 率 は,1胚 移 植33.0%お よ び2胚 移 植47.0%で あ り,1>D
1胚 移 植55.5%お よ び2胚 移 植76.1%,Al65.0%よ り 有 意 に 低 か っ た
(P<0.05)。IVP凍 結 胚 移 植 に よ る 子 牛 生 産 率 も,1胚 移 植34.1%お よ び2胚
移 植41.0%で あ り,IVD凍 結1胚 移 植50.8%お よ び2胚 移 植51.2%よ り有
意 に 低 か った(P<0.05)。 この こ と か ら,体 外 受 精 由 来 胚 移 植 に よ る 子 牛 生
産 率 は,新 鮮 胚 と凍 結 胚 と も 低 く,そ の 原 因 で あ る 受 胎 率 を 向 上 さ ぜ る こ と
と 周 産 期 事 故 率 の 低 下 さ ぜ る た め;体 外 受 精 来 胚 の 品 質 の 向 上 が 必 要 と 考 え
られ た 。 以 上 の 結 果 を原 著 論 文(2)に 発 表 し た 。
第4章 体外受精由来胚移植による生産子牛の生時体重と妊娠期間
1)体 外 受 精 由 来 胚 移 植 に よ る 生 産 子 牛 の 生 時 体 重 と 妊 娠 期 間
黒 毛 和 種 の 種 雄 牛A,Bに よ る 体 外 受 精 由 来 胚(IVP)お よ び 生 体 回 収 胚
(IVD)の 移 植 に よ り 生 産 さ れ た 子 牛(単 子 の デ ー タ)の 生 時 体 重 と 妊 娠 期
間 を 調 べ 比 較 した 。IVPの 生 産 子 牛 の 生 時 体 重 は(種 雄 牛A:31.0±0.4kg,
種 雄 牛B:29.9±0.6kg),IVD(種 雄 牛A:27。2±0.4kg,種 雄 牛B二26.6±
0.2kg)に 比 べ 有 意 に 重 か っ た(P<0.05)。 種 雄 牛AのIVP子 牛 の 妊 娠 期 間(291.9
±0.9day)は,IVD子 牛 よ り 有 意 に 長 か っ た が(283.6±05day,P〈0.05),種
雄 牛Bで はIVP子 牛 と1>D子 牛 の 間 で,妊 娠 期 間 に 差 は な か っ た 。(285.9±
0.7dayvs286.2±0.3day,Table7)。 こ れ ら の 結 果 は,IVP子 牛 の 妊 娠 期 間 は1>
D子 牛 よ り 長 い と は 限 ら な い こ と を 示 し た 。 ま た,IVPに お け る 過 大 子(生
時 体 重40kg以 上 で 妊 娠 期 間290臼 以 内 あ る い は 生 時 体 重40kg以 上)の 出 現
率 は,IVDと 比 べ,有 意 に(P<0.05)高 か っ た(種 雄 牛A:IVP4.5%,11.3
%vsIVDO.8%,1.7%,種 雄 牛B:IVP4.9%,7.8%vslVDU%,1.3%,Table
8)。 以 上 か ら,体 外 受 精 由 来 胚 移 植 に よ る 生 産 子 牛 の 生 時 体 重 は 重 い こ と,
ま た,そ れ が 必 ず し も 妊 娠 期 間 の 延 長 が 原 因 で は な い こ と,さ ら に 過 大 子 の
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出現 率が 高 い ことを 明 らか に した 。以 上の結果 を原 著論 文(3)に 発 表 した。
2)共 培 養 お よ び 非 共 培 養 で 作 出 した 体 外 受 精 胚 移 植 に よ る 生 産 子 牛 の 生
時 体 重 と妊 娠 期 間
共 培 養(1>P-Co)お よ び 非 共 培 養(IVP-NON-Co)で 作 出 し た 体 外 受
精 胚 の 移 植 に よ る生 産 子 牛 の 生 時 体 重 と妊 娠 期 間 を調 べ,生 体 回 収 胚 移 植 に
よ る 生 産 子 牛 と比 較 した 。 発 生 培 養 は,IVP-Coで は,卵 丘 細 胞 との 共 培 養
(培 養 液:TCM199),IVP-NON-Coは,卵 丘 細 胞 を 除 去 した 非 共 培 養(培
養 液:CRIaa)に よ り 行 っ た 。1頭 の 種 雄 牛 精 子 を用 い,単 子 の み の デ ー タ
を 使 用 し た 。1>P-CoとIVP-NON-Co由 来 の 胚 移 植 に よ る 生 産 子 牛 の 生 時
体 重 は31.0±6.Okgと31.8±5.7kg,妊 娠 期 間 は291.9±4.6日 と291.0±6.9
日で あ り,い ず れ も 差 は 認 め られ な か った 。 し か し,生 体 回 収 胚 移 植 に よ る
子 牛 の 生 時 体 重 と妊 娠 期 間 と の 間 に有 意 な 差 が 認 め ら れ た(Table9,Fig.5-6)。
こ の こ と か ら,共 培 養 は 体 外 受 精 由来 胚 移 植 に よ る 重 い 生 時 体 重 の 原 因 で は
な い こ と が 明 ら か とな った 。 以 上 の 結 果 を原 著 論 文(4)に 発 表 した 。
第5章 体外受精由来胚移植による生産子牛の後代遺伝能力
体 外 受 精 由 来 胚(IVP)移 植 お よ び 人 工 授 精(Al)に よ る 生 産 子 牛 を 用 い
て,黒 毛 和 種 の 種 雄 牛 別 に 産 肉 能 力 を 比 較 した 。 種 雄 牛Aで は,IVP子 牛9
頭 とAl子 牛10頭,種 雄 牛Bで は,IVP子 牛11頭 とAl子 牛9頭 を 用 い た 。 枝
肉 形 質 に 影 響 す る 要 因 と して,胚 の 由 来(IVP・AI)及 び 種 雄 牛 ×胚 の 由 来
を 取 り上 げ,分 散 分 析 を 行 った 。 主 要 形 質(枝 肉 重 量,脂 肪 交 雑,ロ ー ス 芯
面 積,バ ラ の 厚 さ)の うち 枝 肉 重 量 と 脂 肪 交 雑 に お い て 種 雄 牛 間 に 有 意 な 差
が 認 め られ た(TablelO)。 両 形 質 お よ び ロ ー ス 面 積,バ ラ 厚 に お い て,種 雄
牛 と胚 の 由 来 間 に 交 互 作 用 は 認 め られ な か った(Tablel1)。 こ の こ と か ら,
体 外 受 精 由 来 胚 移 植 に よ る 黒 毛 和 種 の 生 産 子 牛 は 人 工 授 精 由来 の 生 産 子 牛 の
産 肉 能 力 と 同 等 で,黒 毛 和 種 の 産 肉 能 力 を保 有 して い る こ と を 実 証 した 。 以
上 の こ と か ら,体 外 受 精 由 来 胚 移 植 に よ る 子 牛 生 産 は,優 良 な 肉 牛 生 産 技 術




本博 士論 文で は,次 の ことを明 らか に した。
1)カ フ ェイ ンまた はペ ン トキシフ ェ リンとヘパ リンの併 用処理 で 安定 し高
い受 精率 と胚発生 率が得 られ,ペ ン トキ シフ ェリン とヘ パ リン併用 処理
は,受 精率 と胚発生率 の低 い種雄 牛精 子に有効 で あ った。
2)体 外受精 由来胚 移植 による受胎 率 と子 牛生産 率 は,生 体 回収 胚移植 お よ
び 人工授精 よ り低 い成績で あ った。
3)体 外受精 由来 胚移植 によ る生産 子牛 の生時 体重 は,生 体 回収胚 由来 よ り
有 意 に重 いが,妊 娠期間で は種雄 牛によ り異な る結果 が得 られ た。また,
過 大子の 出現率 は∫体外 受精由来胚 で高 か った。
4)共 培養 と非共 培養 によ って作 出 した体外受 精 由来 胚移植 に よる生 産子 牛
の生 時体重 と妊娠期 間 は,両 者の 間に差 はな いが,生 体回収 胚移 植 によ
る生産 子牛 よ り重い ことが明 らか とな った。
5)体 外 受精 由来胚移 植 によ って生産 した黒毛 和種子 牛 の産肉能 力 は,主 要
形質 にお いて,人 工授精 による生 産子牛 との 間に交互 作用が な く,両 者
の産 肉能力 に差がな い ことを明 らか に した。
以上 の結果 よ り,体 外受精 由来胚移 植 による子 牛生産 率は低 く改善 を要 す
るが,生 産 された 子牛の後代 能力 は,・人工授 精 由来の生 産子牛 と同 等の成 績
が得 られ るこ とか ら,優 良な肉牛生 産技術 と して 有効で あ るこ とが明 らか と
な った。ま た,生 産子牛 の生時体重 は,人 工 授精 由来 よ り重 い こと,さ らに
そ の要因 と して卵丘細 胞 との共培 養は影響 しな い ことが 明 らか とな った。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
我が国における受精卵(胚)移 植は,農 家段階で着実に活用され,そ のような技術による牛の生産
頭数は年 々増加 している。そのような中で受精卵(胚)生 産において体外受精技術が普及し,特 に食
肉処理場から得 られる卵巣内卵子を利用 した胚の作出が産業的にきわめて重要になってきている。 し
か し,体 外翠精技術の利用には,な お多 くの解明すべき問題が残 っている。その中でも,体 外受精由
来胚の発生率が安定しない,子 牛生産率が明らかでない,生 時体重が重い子牛がみられる,体 外受精
由来の黒毛和種産子の後代能力が明らかにされていないことなどが大 きな問題 となっている。
そ こで本研究では,こ れ らの課題の解決 を目指 して実験 を行 い,次 のような結果 を得ている。
(1)カ フェイソまたはペソ トキシフェリソとヘパリンの併用処理で安定 し高い受精率 と胚発生率が
得 られ,ペ ン トキシフェリンとヘパ リン併用処理は,受 精率と胚発生率の低い種雄牛精子に有効であ
った。(2)体 外受精 由来胚移植による受胎率 と子牛生産率は,生 体回収胚移植および人工授精 より
低い成績 であった。(3)体 外受精由来胚移植による生産子牛の生時体重は,生 体回収胚由来 より有
意に重いが,妊 娠期間では種雄牛による異なる結果が得られた。また,過 大子の出現率は,体 外受精
由来胚で高かった。(4)共 培養 と非共培養によって作出した体外受精由来胚移植による生産子牛の
生時体重 と妊娠期間は,両 者の間 に差はないが,生 体回収胚移植 による生産子牛 より重 かった。
(5)体 外受精由来胚移植によって生産 した黒毛和種子牛の産肉能力は,主 要形質において,人 工授
精による生産子牛 との間に交互作用がな く,両 者の産肉能力に差はなかった。
以上のように,体 外受精由来胚の発生率,子 牛生産率,体 外受精由来胚によって生まれた子牛の生
時体重について独 自の結果を集積するとともに,体 外受精由来胚移植によって生産された子牛の後代
能力は人工授精由来の子牛 と同等であることを示 し,体 外受精技術は優良な肉牛生産技術であること
を明 らかにしたことは,畜 産学,家 畜繁殖学分野において高 く評価される。 よって博士(農 学)の 学
位を授与できるものと判定 した。
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